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Abstract (Basic) : DE 19841337 CI 
Abstract (Basic) : 

NOVELTY - The opening is introduced into the cell (3) membrane 

within the area of the cell mounting (5) and spaced away from the 

support edge 

DETAILED DESCRIPTION - An INDEPENDENT CLAIM is included for 
suitable equipment which includes the cell mounting with e.g. 
appropriate instruments, electrodes and/or radiative energy sources. 

USE - To add or remove substances and/or components to or from the 
interior of a single cell. 

ADVANTAGE - The new method simplifies manipulation of and access to 
cell contents. It obviates the conventional, expensive, time-consuming 
manual positioning of a hollow needle onto the cell of interest. 
Resting and adhering on the mounting, the remainder of the cell and its 
membrane seal the contents. The contents of the cell are effectively 
electrically-insulated from the nutrient (2) in this configuration. 

DESCRIPTION OF DRAWING (S) - The cell is seen attached to the 
support, in cross section. 

nutrient (2) 

cell (3) 

cell mounting (5) 
pp; 13 DwgNo 1/11 
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@ Verfahren und Vorrichtung zur intrazellularen Manipulation einer biologischen Zelle 

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur intrazellularen 
Manipulation einer biologischen Zelle (3), die in einem 
Nahrmedium (2) adharent an einem Auflagebereich (5) 
angelagert wird. Innerhalb des Auflagebereichs (5) der 
Zelle (3) wird mit Abstand von deren Auflagerand eine 
Gffnung in die Zellmembran der Zelle (3) eingebracht. Da- 
bei dichtet der die Offnung umgrenzende, an dem Aufla- 
gebereich (5) anhaftende Rand der Zellmembran die im 
Inneren der Zelle (3) beflndliche Zellflussigkeit gegen das 
Nahrmedium (2) ab und isoliert die Zellflussigkeit gegen 
das Nahrmedium (2). Durch die Offnung hindurch wird 
das Innere der Zelle (3) manipuliert. Die Erfindung betrifft 
ferner eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
<Fig. i). 




CO 

oo 
o 



a 



BUNDESORUCKEREI 07.99 902 138/299/7 A 



15 




DE 198 41 



Beschreibung 

Die ErfinduQg betrifft cin Verfahren zur intrazellularen 
Manipulation wenigstens einer in einem Nahrmedium be- 
findlichen, adharent an einem Auflagebereich angelagerten 5 
biologischen Zelle, wobei in die Zellmembran der Zelle eine 
Offhung eingebracht und das Zellinnere durch diese Off- 
nung hindurcb manipuliert wild. Die Erfindung bezdebt sicb 
ferner auf eine Vorrichtung zur Manipulation des Zellinne- 
ren wenigstens einer in einem Nahrmedium befindlichen, 10 
eine Zellmembran aufweisenden biologischen Zelle, mit ei- 
nem Objekttrager, der wenigstens einen Auflagebereich hat, 
an dem die Zelle adharent anlagerbar ist, mit einem Porati- 
ons werkzeug zum Offhen der Zellmembran, und mit wenig- 
stens einem im Bereich des Porationswerkzeugs befindli- IS 
chen Durchtrittskanal zur Manipulation des Zellinneren. 

Aus Alberts, B. et al., Molekularbiologie der Zelle, 3. 
Auflage, VCH-Verlag (1995), Seite 212 ff., kennt man be- 
reits eine Vorrichtung der eingangs genannten Art, die eine 
mit einer Absaugvorrichtung verbundene, aus einem elek- 20 
trisch isolierenden Material bestehende Hohlnadel mit einer 
Innenhohlung aufweist, die am freien Ende der Hohlnadel 
eine Offnung hat. Zum Offnen der Zellmembran wird die 
am freien Ende der Hohlnadel befindliche Offnung auBen- 
seitig an die Zellmembran angesetzt, um dann mittels der 25 
Absaugvorrichtung einen Unterdruck in der Innenhdhlung 
der Hohlnadel zu erzeugen. Durch diesen Unterdruck wird 
ein vor der Offnung der Hohlnadel befindliches Zellmem- 
branstiick aus dem Membranverband herausgerissen. Nach 
dem Einbringen der Offhung in die Zellmembran isoliert die 30 
an dem die Offnung umgrenzenden Randbereich der Zell- 
membran angreifende Hohlnadel die im Inneren der Zelle 
enthaltene Zellfliissigkeit elektrisch gegen das Nahrme- 
dium. Durch die in die Zellmembran eingebrachte Offnung 
hindurch wird dann das Innere der Zelle manipuliert Bei- 35 
spielsweise kann der Zellkern durch Ansaugen von Zellfliis- 
sigkeit in die Hohlnadel aus der Zelle entfemt werden und 
anschlieBend ein anderer Zellkern durch die Offnung in das 
Zellinnere eingebracht werden. 

Das vorbekannte Verfahren und die fur Durchfuhrung des 40 
Verf ahrens verwendete Vorrichtung haben den Nachteil, dafi 
zum Positionieren der Hohlnadel an der Zelle ein Microma- 
nipulator erforderlich isL Dadurch ergibt sich eine ver- 
gleichsweise komplizierte und teure Vorrichtung. AuBerdem 
wird die Zuganglichkeit der auf dem Objekttrager befindli- 45 
chen Zellen durch den Mikromanipulator stark einge- 
schrankt Das Verfahren und die Vorrichtung eignen sich 
deshalb nur fur eine intrazellulare Manipulation einzelner 
oder allenfalls fur eine gieichzeitige Manipulation einer 
kleinen Anzahl auf dem Objekttrager befindlicher Zellen. 50 
Dabei ist ein aufwendiges manuelles Positionieren der 
Hohlnadel an der Zelle erforderlich. 

Aus Alberts, B. et al., Molekularbiologie der Zelle, 3. 
Auflage, VCH-Verlag (1995), Seite 213 ist auch bereits be- 
kannt, eine in einem Nahrmedium schwimmende Zelle zwi- 55 
schen zwei jeweils von der Zelle beabstandeten groBflachi- 
gen Elektroden anzuordnen und an diese Elektroden eine 
elektrische Spannung anzulegen. Dabei wird die Zellmem- 
brane der Zelle durch Elektroporation an mehreren Stellen 
gleichzeitig geoffhet, so daB in dem Nahrmedium befindli- 60 
ches, in die Zelle einzubringendes Genmaterial durch die 
Offnungen der Zelle hindurch in das Innere der Zelle diffun- 
dieren konnen. Nachteilig ist dabei jedoch, daB eine solche 
Einbringung von Genmaterial statistischen Schwankungen 
unterliegt und von verschiedenen Parametern beeinfluBl 65 
wird, wie beispielsweise der Konzentration des Genmateri- 
als im Bereich der Zelle, der GroBe des einzubringenden 
Genmaterials und der GroBe der in die Zellmembran einge- 
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brachten Offnungen. Das vorbekannte Verfahren erm6glich 
somit keine gezielte Manipulation des Zellinneren. 

Es besteht deshalb die Aufgabe, ein Verfahren und eine 
Vorrichtung der eingangs genannten Art zu schaffen, die ein 
einfaches Manipulieren des Inneren einer Zelle ermdgli- 
chen. Insbesondere soli ein aufwendiges manuelles Positio- 
nieren einer Hohlnadel an der zu behandelnden Zelle ver- 
mieden werden. 

Die L&sung dieser Aufgabe besteht bezuglich des Verfah- 
rens darin, daB die Offnung innerhalb des Auflagebereichs 
der Zelle und mit Abstand von deren Auflagerand in die 
Zellmembrane eingebracht wird. 

Dadurch ist es moglich, ein fur das Einbringen der Zell- 
membran-Offhung verwendetes Porationsmittel oder ein 
Porationswerkzeug in dem Auflagebereich der Zelle an dem 
Objekttrager anzuordnen, so daB die Zelle beim Anlagern an 
dem Auflagebereich gleichzeitig auch an dem Porationsmit- 
tel oder dem Porationswerkzeug positioniert ist Dadurch 
kann ein aufwendiges manuelles Positionieren eines Porati- 
onswerkzeuges entfallen. Da die Offnung innerhalb des 
Auflagebereichs der Zelle und mit Abstand vom Rand des 
Auflagebereichs in die Zellmembran eingebracht wird, dich- 
tet der die Offhung umgrenzende, adharent an dem Auflage- 
bereich anhaftende Membranbereich der Zelle die Offhung 
gegen das Nahrmedium ab. Die im Inneren der Zelle befind- 
liche Zellfliissigkeit ist dadurch elektrisch weitestgehend ge- 
gen das Nahrmedium isoliert, so daB ein Potentialausgleich 
zwischen dem Zellpotential im Inneren der Zelle und dem 
des Nahrmediums verhindert wird. Durch die in die Zell- 
membran eingebrachte Offhung hindurch kann dann das 
Zellinnere manipuliert werden. 

Bei einer besonders vorteilhaften Ausfuhrungsform der 
Erfindung wird die Offhung mittels Elektroporation in die 
Zellmembran eingebracht Beider Durchfuhrung des Ver- 
fahrens kann beispielsweise eine Elektroporations-Elek- 
trode in dem Auflagebereich fur die Zelle angeordnet wer- 
den, an der sich die Zelle adharent anlagert. Zum Einbringen 
der Offnung in die Zellmembran braucht dann nur noch eine 
elektrische Spannung zwischen der Elektroporations-Elek- 
trode und dem Nahrmedium angelegt zu werden, die einen 
elektrischen StromfluB bewirkt, der die Zellmembran offhet 

Bei einer anderen Ausfuhrungsform der Erfindung wird 
zum Einbringen der Offhung in die Zellmembran auf einen 
Teilbereich der Zellmembran wenigstens ein mechanischer 
Impuls ausgeubt Dabei lost sich dieser Teilbereich der Zell- 
membran aus dem Membranverbund heraus. Gegebenen- 
falls kann auch eine Impulsfolge mit mehreren Einzelimpul- 
sen zur Anwendung kommen. 

Besonders vorteilhafl ist, wenn die Offhung mittels 
Schallwellen, insbesondere Ultra- und/oder Hyperschall- 
wellen in die Zellmembran eingebracht wird. Dabei ist es 
sogar moglich, daB die Schallwellen auf den zu offnenden 
Bereich der Zellmembran fokussiert wird und/oder daB 
mehrere Schallwellen derart tiberiagert werden, daB sich 
ihre Schwingungen in dem zu dffhenden Bereich der Zell- 
membran zu einer Schwingung mit erhohter Amplitude 
uberlagern. Die Zellmembran kann dadurch beriihrungslos 
geoffhet werden. 

Eine beriihrungslose Offhung der Zellmembran kann aber 
auch in der Weise erfolgen, daB ein Teilbereich der Zell- 
membran mit energiereicher Strahlung, insbesondere mit 
Laserstrahlung bestrahlt wird. Dabei wird die Wellenlange 
der Strahlung vorzugs weise so gewahlt, daB die Zellmem- 
bran die Strahlung gut absorbiert Zweckm&Bigerweise wird 
die Strahlung an dem Auflagebereich der Zelle in diese ein- 
gekoppelt Gegebenenfalls kann ein Lasers trahl aber auch 
auBerhalb des Auflagebereichs in die Zelle eingekoppelt 
werden, indem in einen dort befindlichen Membranbereich 
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zunachst eine kleine Einkoppeioffhung eingebracht wind, 
durch die der Lasers trahl anschlie&end durch das Innere der 
Zelle hinduicb auf einen im Auflagebereich der Zelle be- 
findlichen Membranbereich projiziert wird, urn dort durch 
Verschwenken des Laserslrahls um die Einkoppeioffhung 5 
einen Teilbercich der Membran aus dem Membranverbund 
herauszuschneiden. 

Bei einer anderen Ausfuhrungsform des Verfahrens wird 
die Offnung durch Einwirkung einer chemischen Porations- 
Substanz in die Zelimembran eingebracht Als Poradons- 10 
mittel kann dabei beispielsweise ein Perforin oder Triton® 
verwendet werden. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn eine elektrisch und/oder 
chemisch und/oder durch Strahlung aktivierbare chemische 
Substanz verwendet wird und wenn diese Substanz zum 15 
Einbringen der Offnung in die Zelimembran durch Einwir- 
kung von Strahlung, einer Chemikalie und/oder eines elek- 
trischen Feldes aktiviert wird. Die Substanz wird also durch 
Energiezufuhr aktiviert Dabei konnen zum Beispiel freie 
Radikale erzeugt werden, welche den zu offhenden Teilbe- 20 
reich der Zelimembran zerstdren. Im inaktiven Zustand ver- 
halt sich die Substanz gegentiber der Zelle weitgehend neu- 
tral, so daB sie das Anlagern der Zelle an dem Auflagebe- 
reich praktisch nicht beeinfluBt. Es kann auch eine chemi- 
sche Substanz verwendet werden, die durch Zugabe einer 25 
weiteren Substanz chemisch aktiviert wird. 

Eine andere Ausfuhrungsform des Verfahrens sieht vor, 
daB ein zu offnender Teilbercich der Zelimembran durch 
Beaufschlagung mit einem Unterdruck und/oder einem 
Uberdruck aus dem Membran verb and herausgelost wird. 30 
Dazu kann beispielsweise in einem den Auflagebereich auf- 
weisenden Objekttrager innerhalb des Auflagebereichs eine 
kleine Offnung vorgesehen sein, durch welche die Zelle so 
stark angesaugt wind, daB der vor der Offnung befindliche 
Membranbereich aus dem Membranverbund herausgerissen 35 
wird. Zum Offhen der Zelimembran kann durch die Offnung 
hindurch aber auch ein OberdruckimpuLs auf einen Mem- 
branbereich der Zelle ausgeiibt werden. 

Vorteilhaft ist, daB die Zelle durch eine Saugkraft an dem 
Auflagebereich fixiert wird. Dadurch kann das Anhaften der 40 
Zelle an dem Auflagebereich eines Objekttragers verbessert 
werden. Die Saugkraft ist dabei so bemessen, daB die Zeli- 
membran durch die Saugkraft mechanisch nicht beschadigt 
wird. 

Vorteilhaft ist, wenn nach dem Einbringen der Offnung in 45 
die Zelimembran durch die Offnung hindurch wenigstens 
eine Substanz und/oder ein Zellbestandteil aus dem Zellin- 
neren entnommen und/oder in das Zellinnere eingebracht 
wird. So kann beispielsweise ein Medikament, ein Protein 
und/oder eine andere biologisch wirksame Substanz durch 50 
die Offnung hindurch in das Innere der Zelle gebracht wer- 
den, um deren Reaktion zu testen. Es kann aber auch ein 
Gen oder ein Genfragment aus der Zelle entnommen oder in 
diese eingebracht werden. Es kann sogar der Zellkem durch 
die Offnung hindurch aus der Zelle entnommen und durch 55 
einen anderen ersetzt werden. 

Beziiglich der Vorrichtung besteht die Losung der vorste- 
hend genannten Aufgabe darin, daB das Porationswerkzeug 
innerhalb des Auflagebereichs angeordnet ist. Die Zelle 
kann sich dadurch an dem in dem Auflagebereich befindli- 60 
chen Porationswerkzeug anlagern. In vorteilhafter Weise 
wird dadurch ein aufwendiges manuelles Positionieren des 
Porationswerkzeuges an der Zelle vermieden. Auch werden 
keine Hilfsvorrichtungen, wie beispielsweise Mikromanipu- 
latoren bendtigt Dadurch ist es mogtich, mehrere dicht be- 65 
nachbart zu einander in dem Auflagebereich angeordnete 
Zellen gleichzeitig intrazellular zu manipulieren. Nach dem 
Einbringen der Offnung in die Zelimembran verbleibt der 
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die Offnung umgebene Rand der Zelimembran mit dem 
Auflagebereich des Objekttragers in Beriihrung und dichtet 
die Offnung der Zellmembrane gegen das Nahrmedium ab. 

Eine besonders vorteilhafte Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung sieht vor, daB das Porationswerkzeug innerhalb des 
Auflagebereichs von wenigstens einem elektrischen Isolator 
umgrenzt ist Durch den elektrischen Isolator ist die im In- 
neren der Zelle befindliche Zellflussigkeit dann elektrisch 
gut gegen das Nahrmedium isoliert, so daB das Innere der le- 
benden Zelle liber einen l&ngeren Zeitraum manipuliert wer- 
den kann, ohne daB die Zelle abstirbt Der Isolations wider- 
stand ist abhangig vom Zelltyp und ist vorzugsweise grofier 
als 10 Megaohm. Dadurch wird ein Potentialausgleich zwi- 
schen dem Nahrmedium und der Zellflussigkeit weitestge- 
hend unterbunden. Gegebenenfalls kann der Objekttrager 
vollstandig aus einem isolierenden Material bestehen. Der 
Isolator kann aber auch im Inneren des Objekttragers mit 
Abstand zur Oberflache des Auflagebereichs angeordnet 
sein. 

Vorteilhaft ist, wenn das Porationswerkzeug die im Aufla- 
gebereich des Objekttragers befindliche Mundung des 
Durchtrittskanals im wesentlichen konzentrisch umgrenzt 
Das Zellinnere kann dann durch die Offnung hindurch noch 
besser manipuliert werden, ohne daB bei der Manipulation 
der die Ofrnung umgrenzende Randbereich der Zelimem- 
bran beschadigt wird. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn das Porationswerkzeug 
eine Hektroporations-Elektrode ist, der eine mit dem Nahr- 
medium in Kontakt bringbare Referenzelektrode zugeordnet 
ist, und wenn die Elektroporations-Elektrode und die Refe- 
renzelektrode zum Elektroporieren der Zelimembran der 
Zelle mit einer elektrischen Spannungsquelle verbindbar 
sind. Die Elektrorwrations-Elektrode ist innerhalb des Auf- 
lagebereichs des Objekttragers angeordnet, so daB sich eine 
an dem Isolator adharent angelagerte Zelle gegebenenfals an 
der Elektrode anlagern kann oder sich zumindest bis in den 
Wirkungsbereich eines von der Elektrode ausgehenden 
elektrischen Feldes an diese annahern kann. Beim Anlegen 
der Elektroporations-Spannung an die Elektrode flieBt ein 
eiektrischer Strom, der in die Zelimembran eine Offnung 
einbringt Dabei verbleibt der die Offnung umgebene Rand 
der Zelimembran mit dem Auflagebereich in Beriihrung und 
dichtet die Ofrnung gegen das Nahrmedium ab. Nach dem 
Einbringen der Offnung in die Zelimembran wird die Elek- 
trode von der Elektroporations-Spannungsquelle getrennt, 
so daB das Innere der Zelle dann durch die Offnung hindurch 
verandert werden kann. 

Bei einer vorteilhaften Ausfuhrungsform der Vorrichtung 
ist das Porationswerkzeug zum Offhen der Zelimembran der 
Zelle mittels wenigstens eines Aktuators, insbesondere ei- 
nes Piezoelements quer zur Oberflache des Auflagebereichs 
relativ zu dem Objekttrager bewegbac Bei dieser Vorrich- 
tung wird die Offnung also mechanisch in die Zelimembran 
eingebracht Dabei kann das Porationswerkzeug gegebenen- 
falls wechselweise auf die Zelimembran zu und von dieser 
wegbewegt werden. Zu diesem Zweck kann der Aktuator 
mit einer Ansteuereinrichtung zum Erzeugen einer mechani- 
schen Schwingung, insbesondere einer Ultra- oder Hyper- 
schallschwingung verbunden sein. Das Porationswerkzeug 
kann in einer rechtwinklig oder in einer schrag zur Oberfla- 
che des Auflagebereichs verlaufenden Richtung relativ zu 
dem Objekttrager bewegbar sein. 

Vorteilhaft ist, wenn das Porationswerkzeug mindestens 
eine, vorzugsweise gegentiber der Oberflachenebene des 
Auflagebereichs vorstehende scharfe Spitze oder Kante auf- 
weist Das Poratationswerkzeug kann dann gegebenenfalls 
an der Zelimembran anliegen, so daB diese noch besser me- 
chanisch geoffhet werden kann. Wenn das Porationswerk- 
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zeug cine Elektrode zum Elektroporieren der ZeUmembrane 
ist, eigibt sich beim Aniegen eiaer Porationsspannung an die 
Elektiode an der scharfen Spitze oder Kante eine besonders 
hohe eleklrische Feldstarke, was das Offhen der ZeUmem- 
brane erleichert 5 

Besonders vorteilhaft ist, wenn als Porationswerkzeug ein 
Lasers trahl vorgesehen ist und wenn der Strahlengang des 
Lasers trahls durch den Diirchtrittskanal hindurch zu der im 
Auflagebereich befindlichen Mtindung gefuhrt ist Mit die- 
ser Vorrichtung kann ein Teilbereich der Zellmembran kurz- 10 
zeitig mit energiereicber optischer Strahlung bestrahlt wer- 
den, wobei sich dieser so stark erwarmt, daB sich die Zell- 
membran offnet Gegebenenfalls konnen innerhalb oder au- 
Berhalb des Durchtrittskanals Strahlfuhrungsmittel angeord- 
net sein. 15 

Besonders vorteilhaft ist, wenn zum Erzeugen des Laser- 
s trahls eine Laserdiode in den Objekttrager integriert ist 
Dabei kann die Laserdiode sogar direkt hinter der Mundung 
des Durchtrittskanals angoidnet sein, so dafi die Laserstrah- 
lung unmittelbar und somit weitgehend verlustfrei in die 20 
Zellmembran der an dem Auflagebereich angelagerten Zelle 
eingekoppelt werden kann. 

Bei einer vorteilhaflen Ausfuhrungsform ist vorgesehen, 
daB das Porationswerkzeug zum Offhen der Zellmembran 
der Zelle im Auflagebereich des Objekttragers eine chemi- 25 
sche Porations-Substanz aufweist und/oder dafi eine chemi- 
sche Porations-Substanz durch den Durchtrittskanal zu des- 
sen Mundung zufuhrbar ist Die Offnung kann also auch 
chemisch in die Zellmembran eingebracht werden, wobei 
als Porationsmittel zum Beispiel Perforine oder Triton® ver- 30 
wendet werden konnen. Gegebenenfalls kann der Durch- 
trittskanal mit einem die Porations-Substanz enthaltenden 
Depot verbunden oder verbindbar sein, aus dem die Porati- 
ons-Substanz der Zellmembran zufuhrbar ist 

Bei einer anderen Ausfuhrungsform weist die Vorrich- 35 
tung wenigstens eine Pumpe auf, die zum Offhen der Zell- 
membran durch Beaufschlagung mit Unter- oder Uberdruck 
mit dem Durchtrittskanal verbunden ist und/oder daB in der 
Durchtrittskanal tiber ein Ventil oder dergleichen Absperr- 
element mit einem Unter- oder Oberdruckspeicher verbind- 40 
bar ist Die Offnung kann dann durch Unter- oder Uberdruck 
in die Zellmembran eingebracht werden, wobei der Unter- 
bzw. Oberdruck nach dem Offhen der Zellmembran abge- 
schaltet wird. Dadurch wird bei einem Offhen der Zellmem- 
bran durch Unterdruck ein Absaugen von Zellfliissigkeit aus 45 
dem Inneren der Zelle weitestgehend vermieden, Entspre- 
chend wird beim Offhen der Zellmembran mittels Ober- 
druck vermieden, dafi ein in dem Durchtrittskanal befindli- 
ches Medium, das vorzugsweise ein Fluid ist, in das Innere 
der Zelle gelangen kann. Zum Abschalten des Unter- bzw. 50 
Oberdrucks kann beispielseise eine beim Offhen der Zell- 
membran in dem Durchtrittskanal auftretende Druckveran- 
derung ermittelt werden. In vorteilh after Weise kann der 
Durchtrittskanal vor dem Anlagem der Zelle auch dazu ge- 
nutzt werden, um Nahrmedium aus dem Auflagebereich ab- 55 
zusaugen, so dafi in dem Nahrmedium eine Stromung ent- 
steht, welche die darin befindlichen Zellen zu der im Be- 
reich des Porationswerkzeugs angeordneten Mundung des 
Durchtrittskanals Ieitet 

Eine vorteilhafte Ausfuhrungsform sieht vor, dafi das Po- 60 
rationswerkzeug an einem gegeniiber der Oberflachenebene 
des Auflagebereichs vorstehenden Vorsprung angeordnet 
ist Dadurch ergibt sich ein guter elektrischer und/oder me- 
chanischer Kontakt zwischen dem Porationswerkzeug und 
der Zellmembran. 65 

Zweckmafiigerweise ist vorgesehen, dafi sich der Quer- 
schnitt des Vorsprungs ausgehend von der Oberflachen- 
ebene des Auflagebereichs zu der am weitesten vorstehen- 
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den Stelle verjUngt Die Zelle haftet dann im Bereich des 
Vorsprungs besonders gut an dem Auflagebereich des Ob- 
jekttragers an. AuBerdem kann der Isolator bet der Herstel- 
lung des Objekttragers als Beschichtung fertigungstech- 
nisch besser auf dem sich verjUngenden Bereich des Vor- 
sprungs aufgetragen werden. 

Bei einer vorteilhaften Weiterbildung der Erfindung ist 
vorgesehen, dafi der Objekttrager im Auflagebereich eine 
Profilierung aufweist, die wenigstens eine um das Porations- 
werkzeug umlaufende Profilierungsvertiefung und/oder ei- 
nen um das Porationswerkzeug umlaufenden Profilierungs- 
vorsprung hat Dadurch wird eine bessere Abdichtung der 
Zellfliissigkeit gegen das Nahrmedium durch die an dem 
Isolator anhaftende Zellmembran erreicht 

Vorteilhaft ist, wenn die Profilierungsvertiefung und/oder 
der Profllierungsvorsprung in Erstreckungsrichtung durch 
wenigstens eine Unterbrechung unterbrochen ist Die Zelle 
kann dann im Bereich der Profilierung besser an der Ober- 
flache des Objekttragers anhaften. Der Profllierungsvor- 
sprung bzw. die Profilierungsvertiefung konnen beispiels- 
weise eine Wabenstruktur oder eine Struktur nach Art eines 
Karo- oder Schachbrettmusters aufweisen. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn die Profilierungsvertie- 
fung und/oder der Profllierungsvorsprung ringfbrmig ausge- 
bildet ist und wenn vorzugsweise mehrere solcher ringfor- 
miger Profilierungsvertiefungen und/oder Profilierungsvor- 
spriinge im wesentlichen konzentrisch zum Porationswerk- 
zeug angeordnet sind. Somit sind radial zum Porationswerk- 
zeug mehrere Profilierungsvertiefungen und/oder -vor- 
spriinge hintereinander geschaltet bzw. ineinander ver- 
schachtelt, so dafi die Zellfliissigkeit noch besser gegen das 
Nahrmedium abgedichtet ist 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung sieht 
vor, dafi der elektrische Isolator eine an der Oberflache der 
Profilierung angeordnete Isolationsschicht ist In vorteilh af- 
ter Weise wird durch die so profilierte Isolationsschicht der 
Weg fur einen an der Oberflache des Isolators von der Zell- 
fliissigkeit zu dem Nahrmedium fliefienden Kriechstrom 
vergrofiert, so dafi die im Inneren der Zelle befindliche Zell- 
fliissigkeit nach dem Offnen der Zellmembran noch besser 
gegen das Nahrmedium isoliert ist 

Eine andere Ausfuhrungsform sieht vor, dafi der (die) 
Profllierungsvorsprung (-vorspriinge) auf die Oberflache 
des elektrischen Isolators aufgebracht ist (sind). Der Objekt- 
trager ist dann fertigungstechnisch einfacher herstellbar. 

Besonders vorteilhaft ist wenn dafi im Auflagebereich 
des Objekttragers an dessen Oberflache eine wenigstens ein 
Zelladhasionsprotein aufweisende Beschichtung und/oder 
eine hydrophile Beschichtung und/oder unmittelbar benach- 
bart zu dem Porationswerkzeug eine hydrophobe Beschich- 
tung angeordnet ist Die Zellmembran der Zelle haftet dann 
besser an dem Objekttrager an. Die Zelladhasions- Be- 
schichtung kann beispielsweise Laminin, Fibronectin oder 
Poly-L-Lysin aufweisen, Gegebenenfalls kann an dem an 
die Elektrode angrenzenden Rand des Auflagebereichs auch 
eine hydrophobe Beschichtung mit Bindungsstellen fur in 
der Zellmembran befindliche hydrophobe Lipide angeord- 
net sein. 

Xforteilhaft ist, wenn als mechanische Fiihrung fur die 
Zellen beidseits des Porationswerkzeugs Begrenzungs- 
wande angeordnet sind, die vorzugsweise einen nutenarti- 
gen Fuhrungskanal begrenzen. Dabei ist das Porationswerk- 
zeug vorzugsweise mittig zwischen den Begrenzungswan- 
den am Nutgrund des Fuhrungskanal angeordnet so daB in 
dem Fuhrungskanal befindliche Zellen sich im wesentlichen 
nur in Erstreckungsrichtung des Fiihrungskanals bewegen 
konnen und dann zwangslaufig mit dem Porationswerkzeug 
in Beruhrung geraten. 
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Vorteilhaft ist, wenn zum Erzeugen eines die Zelle zu dera 
Porationswerkzeug leitenden elektrischen Feldes im Aufla- 
gebereich und/oder benachbart dazu weaigstens eine Zu- 
satzelektrode angeordnet ist Dadurch kann an der Oberfla- 
chc des Objekttragers cin elektrisches Feld erzeugt werden, 5 
das auf biologische Zellen, deien Dielektrizitatskonstante 
sich von derjeaigen des Nahrmediunis, in dem sie angeord- 
net sind, unterscheidet, eine Kraft ausubt, welche die Zellen 
zu dem Porationswerkzeug leiteL 

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist 10 
der Objekttrager als etwa piaOenfbrmiges Iragerteil ausge- 
bildet, das an einer Flachseite den Auflagebereich aufweist, 
daB der Durchtrittskanal den Objekttrager ausgehend von 
dem Auflagebereich zu der diesem abgewandten Ruckseite 
des Objekttragers durchsetzt, und daB der Objekttrager im IS 
Bereich des Durchtrittskanals eine Wandungsschwachung 
aufweist, die in Erstreckungsrichtung des Durchtrittskanals 
eine kleinere Abmessung aufweist als ein zu der Wandungs- 
schwachung benachbarter Wandungsbereich. Der Durch- 
trittskanal ist also im Bereich einer Wandungsschwachung 20 
durch den Objekttrager hindurchgefuhrt und durchsetzt die- 
sen vorzugsweise rechtwinklig zu der durch den Auflagebe- 
reich aufgespannten Ebene. Dadurch wird eine besonders 
kurze Durchtrittskanallange erreicht. Der Durchtrittskanal 
kann beispielsweise mil einer an der Ruckseite des Objekt- 25 
tragers angeordneten Pumpe oder einer Absaugeinrichtung 
verbunden sein. Der an die Wandungsschwachung angren- 
zende und diese vorzugsweise umgrenzende Wandungsbe- 
reich des Objekttragers weist eine groBere Wandicke auf als 
die Wandungsschwachung, was die mechanische Stabilitat 30 
des Objekttragers verbessert 

Vorteilhaft ist, wenn die Wandungsschwachung an einer 
an der dem Auflagebereich abgewandten Ruckseite des Ob- 
jekttragers befindlichen, vorzugsweise trichterformigen 
Einformung angeordnet ist. Der Auflagebereich kann dann 35 
in einer sich bis Uber die Wandungsschwachung hinweg er- 
streckenden Ebene angeordnet sein, so daB sich die Zellen 
besser daran anlagern konnen. 

Eine besonders vorteilhafte Weiterbildung der Erfindung 
sieht vor, daB in dem Auflagebereich mehrere, jeweils we- 40 
nigs tens einen Durchtrittskanal aufweisende Porationswerk- 
zeuge vorzugsweise als Arrays angeordnet sind. Mit einer 
solchen Vorrichtung kann eine Vielzahl dicht zueinander be- 
nachbarter Zellen entweder gleichzeidg oder zeitlich nach- 
einander intrazellular manipuliert werden, wodurch statisti- 45 
sche Schwankungen eleminiert werden konnen. Gegebenen- 
falls kann in den Objekttrager auch ein Multiplexer inte- 
griert sein, mit dem eine Vielzahl von Elektroporations- 
Elektroden wechselweise nacheinander angesteuert werden 
konnen, wodurch sich Anzahl der Zuleitungen zu dem als 50 
Objekttrager entsprechend reduziert. 

Nachfolgend sind Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung 
anhand der Zeichnung naher erlautert Es zeigen: 

Fig. 1 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung zur Ma- 
nipulation des Zellinneren einer Zelle, mit einem ein Porati- 55 
onswerkzeug aufweisenden Objekttrager, auf dem eine in 
einem Nahrmedium befindliche biologische Zelle adharent 
angelagert ist, 

Fig. 2 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung ahnlich 
Fig. 1, wobei jedoch der Auflagebereich des Objekttragers 60 
unprofiliert ist, 

Fig. 3 eine Aufsicht auf das in Fig. 2 gezeigte Porations- 
werkzeug, 

Fig. 4 eine Darstellung ahnlich Fig. 2, wobei jedoch das 
als Elektrode ausgebildete Porationswerkzeug eine im we- 65 
sentlichen zylindrische Form aufweist, 

Fig. 5 eine Aufsicht auf die Elektrode gem. Fig. 4, 

Fig. 6 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung, bei der 
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das Porationswerkzeug mittels eines Piezo-Elements be- 
wegbar ist, 

Fig. 7 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung, bei der 
ein Laserstrahl in den Durchtrittskanal eingekoppelt wird, 

Fig. 8 einen Langsschnitt durch einen Objekttrager, der 
eine zwischen zwei Begrenzungswanden innerhalb einer 
Oberflachenstrukturierung angeordnetes Porationswerkzeug 
aufweist, 

Fig. 9 eine Aufsicht auf einen Objekttrager, der ein Array 
mit einer Vielzahl von Porationswerkzeugen und Durch- 
trittskanalen aufweist, 

Fig. 10 eine Aufsicht auf einen Objekttrager, dessen Auf- 
lagebereich eine Karo-Strukturierung aufweist und 

Fig. 11 eine Aufsicht auf einen Objekttrager, dessen Auf- 
lagebereich wabenfbrmig strukturiert ist 

Eine im ganzen mit 1 bezeichnete Vorrichtung zur Mani- 
pulation des Zellinneren einer in einem Nahrmedium 2 be- 
findlichen biologischen Zelle 3 (Fig. 1) weist einen Objekt- 
trager 4 auf, der einen Auflagebereich 5 hat, an den die Zelle 
3 adharent anlagerbar ist 

Die Zelle 3 ist also auf dem Objekttrager 4 immobilisiert 
und haftet an dem Auflagebereich 5 an. Zum Einbringen ei- 
ner Offhung in die an dem Auflagebereich 5 anhaftende 
Zelle 3 ist innerhalb des Auflagebereichs 5 ein Porations- 
werkzeug 6 angeordnet Der Objekttrager 4 weist einen 
Durchtrittskanal 7 zur Manipulation des Zellinneren auf, der 
im Bereich des Porationswerkzeugs 6 in den Auflagebereich 
5 mundet In Gebrauchsstellung ist der die Mundung um- 
grenzende Rand des Objekttragers 4 mit Abstand vom Auf- 
lagerand der Zelle 3 angeordnet ist Der an dem Objekttra- 
ger 4 anhaftende Membranbereich der Zelle 3 umgrenzt also 
die Mundung des Durchtrittskanals 7, wodurch die im Inne- 
ren der Zelle 3 befindliche Zellflussigkeit nach dem Einbrin- 
gen der Offnung in die Zellmembran gegen das Nahrme- 
dium 2 abgedichtet wird. 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen nach Fig. 1 bis 3 ist das 
Porationswerkzeug 6 eine Elektroporations-Elektrode, die 
einen gegenuber der Oberflachenebene des Auflagebereichs 
5 vorstehenden aktiven Elektrodenbereich 8 hat Die Elek- 
trode ist als Hohl-Elektrode ausgebildet, die von dem 
Durchtrittskanal 7 durchsetzt ist. Ein Abschnitt des Durch- 
trittskanals 7 erstreckt sich von dem dem aktiven Elektro- 
denbereich 8 abgewandten Ende der Elektrode zu dem akti- 
ven Elektrodenbereich 8. Wie aus Fig. 3 und 5 besonders gut 
erkennbar ist, umgrenzt der aktive Elektrodenbereich 8 die 
Mundung des Durchtrittskanals 7 ringformig. In dem Aufla- 
gebereich 5 ist ferner ein den aktiven Elektrodenbereich 8 
umgrenzender elektrischer Isolator 9 angeordnet, an dem die 
Zelle 3 gegen das Nahrmedium 2 abdichtend anlagerbar ist 

Die Elektrode mittels einer in den Objekttrager integrier- 
ten Leiterbahn an ein elektrisches oder elektronisches 
Schaltelement angeschlossen, mit dem sie mit einer Elektro- 
porations-Spannungsquelle verbindbar ist Zum Offnen der 
Zellmembran wird zwischen dem Porationswerkzeug 6 und 
dem Nahrmedium 2 eine elektrische Spannung angelegt, 
woraufhin tiber das Porationswerkzeug 6 ein elektrischer 
Strom in die Zellmembran flieBt, der die Zellmembran im 
Bereich des Porationswerkzeugs 6 ofrhet Die in die Zelle 3 
mittels des Porationswerkzeugs 6 eingebrachte Offhung ist 
durch den sie umschlieBenden, an dem Isolator 9 des Ob- 
jekttragers 4 anhaftenden Zellmembranbereich gegen das 
Nahrmedium 2 abgedichtet Dadurch wird ein Potentialaus- 
gleich zwischen dem Potential der im Inneren der Zelle 3 
befindlichen Zellflussigkeit und dem des Nahrmediums 2 
verhindert 

Nach dem Offnen der Zellmembran wird das Innere der 
Zelle 3 durch den Durchtrittskanal 7 hindurch manipuliert 
Dabei kann beispielsweise durch den Durchtrittskanal 7 eine 
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Substanz aus dem Zellinneren entnommen und/oder in das 
Zellinnere cingebracht wcrdcn. Die Substanz kann bei- 
spielsweise ein Zellbestandteil, cin Gen, ein Protein, ein to- 
xischer Stoff, den die Zelle detektieren soil, und/oder ein 
Medikament, dessen Wirkung auf die Zelle untersucht oder S 
mit dem die Zelle behandelt werden soil, aufweisen. £s k6n- 
nen aber aucb in der Zelle vorbandene Substanzen oder Zell- 
bestandteile verandert werden, indem sie beispielsweise 
durch den Durchtrittskanal 7 hindurch mit energiereicher 
Strahlung bestrahlt werden. Durch den Durchtrittskanal 7 to 
hindurch kann auch ein Mikromanipulator oder dergleichen 
Werkzeug in das Innere der Zelle eingefuhrt werden, urn 
dort mechanisch das Zellinnere zu manipulieren. Dadurch 
kann an einer bestimmten Stelle im Zellinneren gezielt eine 
Veranderung vorgenommen werden. 15 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen nach Fig. 1 bis 3 weist 
das als Elektrode ausgebildete Porationswerkzeug 6 etwa 
die Form eines Kegelstumpfs auf, wobei der im wesentli- 
chen zylindhsche Durchtrittskanal 7 die Rektrode entlang 
der Mittelachse des Kegels durchsetzt Die Symmetrieachse 20 
der Elektrode ist jeweils etwa rechtwinklig zur Oberflachen- 
ebene des Objekttragers 4 im Auflagebereich 5 angeordnet 
Das Porationswerkzeug 6 kann ganz oder teilweise in die 
Oberflache des Objekttragers 4 eingelassen sein. 

Der aktive Elektrodenbereich 8 der Elektrode umgrenzt 25 
jeweils die Miindung des Durchtrittskanals 7 und weist eine 
gegentiber der Oberflachenebene des Auflagebereichs 5 vor- 
stehende, scharfe Ring-Kan te 10 auf, deren Querschnitt sich 
ausgehend von der Oberflachenebene des Objekttragers zu 
der am weitesten vorstehenden Stelle der Elektrode ver- 30 
jiingt Dadurch entsteht beim Anlegen einer Elektroporati- 
ons-Spannung an das Porationswerkzeug 6 in dem aktiven 
Elektrodenbereich 8 eine besonders hohe elektrische Feld- 
starke, die das Offnen der Zellmembran erleichtert 

Der die Hohl-Elektrode durchsetzende Teilbereich des 35 
Durchtrittskanals 7 kann mit Nahrmedium 2 gefullt sein. 
Dadurch konnen die elektrischen Ladungstrager von der den 
Durchtrittskanal 7 umgrenzenden Innenwand der Elektrode 
zu der an der Mtindung des Durchtrittskanals 7 befindlichen 
Zellmembran gelangen, wodurch sich insgesamt eine gro- 40 
Bere wirksame Elektrodenflache ergibt und der elektrische 
Kontaktwiderstand zwischen der Elektrode und der Zellflus- 
sigkeit entsprechend vermindert ist Die Elektrodenoberfla- 
che kann eine Oberflachenrauhigkeit aufweisen, welche die 
Oberflache der Elektrode vergroBert Die Elektrode kann 45 
beispielsweise aus porosem Silizium bestehen oder eine Be- 
schichtung aus diesem oder einem anderen porosen Material 
aufweisen. 

We in Fig, 1, 4, 6 und 7 besonders gut erkennbar ist, 
weist der elektrische Isolator 9 innerhalb des Auflagebe- 50 
reichs 5 einen gegentiber dessen Oberflachenebene vorste- 
henden Vorsprung 11 auf, an dessen der Oberflachenebene 
abgewandten freiem Ende der aktive Elektrodenbereich 8 
der Elektroporations-Elektrode angeordnet ist Der aktive 
Elektrodenbereich 8 ist dadurch elektrisch gut leitend an die 55 
an dem Auflagebereich anhaftende Zelle 3 angekoppelt Der 
Querschnitt des Vorsprungs 11 verjungt sich ausgehend von 
der Oberflachenebene des Auflagebereichs 5 zu der am wei- 
testen vorstehenden Stelle hin. Dadurch sind der Vorsprung 
U und die Elektrode fertigungstechnisch besser herstellbar. 60 
AuBerdem ermoglicht der sich verjiingende Vorsprung 11 
eine gute mechanische Festigkeit Der Vorsprung 11 kann 
aber auch einen in seiner Erstreckungsrichtung konstanten 
Querschnitt aufweisen. Der Vorsprung 11 kann beispiels- 
weise mittels LIGA-Technik hergeslellt werden. 65 

Der Objekttrager 4 weist ein im wesentlichen plattenfor- 
miges Substrat 12 auf weist, das beispielsweise aus einem 
Halbleitermaterial (z. B. Silizium oder Gallium- Arsenid), 
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Siliziumcarbid, Glas oder KunststofF bestehen kann. Auf 
dieses Substrat kann der Isolator 9 als Beschichtung, bei- 
spielsweise durch Sputtem aufgebracht sein. Gegebenen- 
falls kann das Substrat 12 auch eine flexible Folie sein. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel nach Fig. 6 ist zwischen 
dem Porationswerkzeug 6 und dem Substrat 12 des Objekt- 
tragers 4 ein Piezoelement 13 angeordnet, das an seinem 
freien, relativ zu dem Objekttrager 4 beweglichen Ende das 
Porationswerkzeug 6 tragt Dieses hat an seinem dem Piezo- 
element 13 abgewandten Ende eine scharfe Ring-Kan te 10, 
die Gebrauchsstellung an der Zelle 3 angreif t Mit seinem 
dem Porationswerkzeug 6 abgewandten Ende ist das Piezo- 
element 13 an dem Substrat 21 des Objekttragers 4 fixiert 
ist In dem Auflagebereich 5 ist der das Porationswerkzeug 6 
umgrenzende elektrische Isolator 9 angeordnet, der tiber die 
Kegelmantelflache des Porationswerkzeugs 6 bis dicht an 
deren scharfe Kante 32 herangefuhrt ist Mittels des Piezo- 
elements 13 kann die Kante 10 des Porationswerkzeugs 6 
etwa in Richtung der Oberflachennormale der durch den 
Auflagebereich 5 aufgespannten Ebene relativ zu dem Ob- 
jekttrager 4 auf eine an dem Auflagebereich 5 angelagerte 
Zelle 3 zu und von dieser wegbewegt werden. Das Piezoeie- 
ments 13 ist dazu mittels elektrischer AnschluBleitungen 14 
mit einer Stromversorgung verbindbar. Die Isolator 9 be- 
steht aus einem elastischen Material, das bei einer Ansteue- 
rung des Piezoelements tiber die AnschluBleitungen 14 eine 
Relativbewegung zwischen dem Porationswerkzeug 6 und 
dem Substrat 12 des Objekttragers 4 ermoglicht 

Mit dem Piezoelement 13 konnen einzelne mechanische 
Impulse, eine Impulsfolge oder eine mechanische Schwin- 
gung auf einen Teilbereich der Zellmembrane ubertragen 
werden. Dabei wind ein etwa kreisscheibenformiger Bereich 
der Zellmembran aus dem Membranverbund der Zelle 3 
herausgeschnitten. Durch die dadurch in der Zellmembran 
entstehende Offhungs kann das Innere der Zelle 3 anschlie- 
Bend manipuliert werden kann. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel nach Fig. 7 ist das Porati- 
onswerkzeug 6 ein Lasers trah I, der durch den Durchtrittska- 
nal 7 in den Auflagebereich 5 einkoppelbar ist Der Laser- 
strahl kann mit einem extemen Laser 15 oder mittels einer in 
den Objekttrager 4 integrierten Laserdiode erzeugt werden. 
Wie aus Fig. 7 schematisch erkennbar ist, wird der Laser- 
strahl an einer von der Mundung des Durchtrittskanals 7 be- 
abstandeten Stelle mittels geeigneter Strahlformungs- und/ 
oder -fuhrungsmittel in Erstreckungsrichtung des Durch- 
trittskanals 7 in diesen eingekoppelt und tritt an der Mun- 
dung des Durchtrittskanals 7 etwa in Richtung der Oberfla- 
chennormalen der durch den Auflagebereich 5 aufgespann- 
ten Ebene aus dem Auflagebereich 5 aus. Mit dem Laser- 
strahl kann ein Teilbereich der Zellmembran der an dem 
Auflagebereich 5 angelagerten biologischen Zelle 3 be- 
strahlt werden. Die Wellenlange der Laserstrahlung ist so 
gewahlt, daB die Zellmembran die Laserstrahlung absor- 
biert Beim Bestrahlen der Zellmembran mit dem Laser- 
strahl wird diese so stark erwarmt, daB sich die Zellmem- 
bran an der bestrahlten Stelle 6ffhet Nach dem Einbringen 
der Offhung wird die Laserstrahlung abgeschaltet, so daB 
dann durch die OfThung hindurch das Zellinnere manipuliert 
werden kann. Der die Miindung des Durchtrittskanal 7 in 
dem Auflagebereich 5 umgrenzende Isolator 9 dichtet das 
Innere der an dem Auflagebereich 5 anhaftenden, gedtTneten 
Zelle gegen das Nahrmedium 2 ab. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel nach Fig. 8 ist urn das freie 
Ende des gegentiber der Oberflachenebene des Auflagebe- 
reichs 5 vorstehenden, die scharfe Kante 10 aufweisenden 
Porationswerkzeugs 6 herum in einem etwa ringformigen 
Bereich eine chemische Substanz immobilisiert, die bei Be- 
rtihrung mit einer an dem Auflagebereich 5 angelagerten 
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Zelle3 eine Offhung in deren Zellmembran einbringt. Diese 
Ausfiihrungsforra weist einen besonders einfachen Aufbau 
auf. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel gemaB Fig. 4 und 5 ist der 
Durchtrittskanal 7 nut einem Fluid gefullt Der Durchtritts- 5 
kanal 7 ist mit eiaer Pumpe verbunden, mit dem das in dem 
Durchtrittskanal 7 enthaltende Fluid gegen eine die Mun- 
dung des Durchtrittskanals 7 abdichtende Zellmembrane ei- 
ner dort angelagerten Zelle 3 mit einem steuerbaren Unter- 
druck beaufschlagbar ist Der die MUndung des Durchtritts- 10 
kanals 7 umgrenzende Rand weist eine ringformige scharfe 
Messer-Kante 10 auf, die gegenuber der Oberflachenebene 
des Auflagebereichs 5 vorsteht Nach dem Anlagern der 
Zelle 3 an dem Porationswerkzeug 6 wird ein Tfcilbereich 
der Zellmembran der Zelle 3 durch Absaugen von Nahrme- IS 
dium 2 aus dem Durchtrittskanal 7 kurzzeitig so stark mit 
Unterdruck beaufschlagt, daB der von der scharfen Kante 10 
des Porationswerkzeugs 6 umgrenzte Membranbereich der 
Zellmembran aus dem Membran verb und herausgeiost wird, 
Dadurch wird eine Offhung in die Zellmembran einge- 20 
bracht, durch welche das Innere der Zelle 3 mampuliert wer- 
den kann. Nach dem Einbringen der Offhung wird der Un- 
terdruck in dem Durchtrittskanal 7 abgeschaltet 

Nach dem Einbringen der Offnung in die Zellmembran 
der Zelle 3 kann die mit dem Durchtrittskanal 7 verbundene 25 
Pumpe kurzzeitig in ihrer Forderrichtung umgekehrt wer- 
den, urn eine in dem Durchtrittskanal 7 befindliche Sub- 
stanz, beispielsweise ein Medikament und/oder einen Fluo- 
renzfarbstoff durch die Offhung der Zellmembran direkt in 
das Zellinnere zu injizieren. Wenn an dem Porationswerk- 30 
zeug 6 keine Zelle 3 angelagert ist, kann der Durchtrittska- 
nal 7 auBerdem dazu benutzt werden, um in das Nahrme- 
dium 2 eine entsprechende Substanz einzuleiten. 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen gemaB Fig. 8 und 9 weist 
der Objekttrager 4 im Auflagebereich 5 jeweils mehrere, um 35 
das Porationswerkzeug 6 umlaufende ProfUierungsvertie- 
fungen 16 auf. 

Wie aus Fig. 1 besonders gut erkennbar ist, wird dadurch 
die Abdichtung der Zellmembran der Zelle 3 gegen den 
Auflagebereich 5 des Objekttragers 4 verbessert 40 

Die Profilierungsvertierungen 16 sind geschlossene Ring- 
nuten, die konzentrisch zu dem Porationswerkzeug 6 ange- 
ordnet sind. Die Ringnuten weisen jeweils einen etwa recht- 
eckformigen Querschnitt auf. Zueinander benachbarte Ring- 
nuten sind jeweils in etwa gleichen Abstanden zueinander 45 
angeordnet (Fig. 9). Die Abstande zueinander benachbarter 
Pronlierungsvertiefungen 16 und die Hefe dieser Profilie- 
rungsvertiefungen 16 sind an den Typ der an dem Auflage- 
bereich 5 anzulagernden Zellen 3 angepaBt Die Kanten der 
Pronlierungsvertiefungen 16 konnen gerundet sein, um das 50 
adharente Anlagern einer Zelle 3 zu erleichtern. 

Die Profilierungsvertiefungen 16 konnen in ihrem Verlauf 
Unterbrechungen aufweisen, wie dies am Beispiel einer 
Karo-Strukturierung in Fig. 10 und einer Wabenstruktur in 
Fig. 1 1 gezeigt ist Die Oberflachenprofilierungen, die Ober- 55 
flachenrauhigkeit und das Oberflachenmaterial konnen je- 
weils an einen bestimmten Zelltyp angepafit sein. Dadurch 
kann die Zelladhasion verbessert oder gesteuert werden. 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen nach Fig. 1 und 8 ist die 
Oberflachen-Profilierung 16 als Beschichtung mit Metho- 60 
den der Halbleitertechnik auf den elektrischen Isolator 9 
aufgebracht. Der Objekttrager 4 ist dadurch als Halbleiter- 
chip auf einfache Weise herstellbar. Die Oberflachen-Profi- 
lierung kann aber auch mit anderen Verfahren, beispiels- 
weise in Dickschichttechnik auf den Isolator 9 aufgebracht 65 
werden, 

Bei dem Ausfuhmngsbeispiel gemaB Fig. 8 sind beidseits 
des Porationswerkzeugs 6 Begrenzungswande 17 angeord- 



net, die zusammen mit dem Isolator 9 einen im Querschnitt 
etwa U-formigen Fuhrungskanal 18 bilden. Dabei sind die 
Profllierungen 16 und das Porationswerkzeug 6 am Boden 
des Fuhrungskanals 18 zwischen den Begrenzungswanden 

17 angeordnet Die Begrenzungswande 17 bilden ein Hin- 
dernis fur in dem Fuhrungskanal 18 befindliche Zellen 3, 
das diese nicht oder nicht ohne weiteres Uberwinden kon- 
nen. Die Zellen 3 konnen sich dadurch im wesentlichen nur 
in Erstreckungsrichtung des Fuhrungskanals 18 bewegen, 
wobei sie zwangslSufig mit dem Porationswerkzeug 6 in Be- 
running geraten. 

Der lichte Abstand der beidseits des Porationswerkzeugs 
6 angeordneten Begrenzungswande 17 ist an die Abmessun- 
gen der Zellen 3 angepafit und ist vorzugsweise etwas gro- 
Ber gewahlt als der Zelldurchmesser der Zellen 3. Gegebe- 
nenfalls konnen mehrere Porationswerkzeuge 6 in Erstrek- 
kungsrichtung des Fuhrungskanals 18 hintereinander ange- 
ordnet sein. Dadurch konnen mehrere Zellen 3 gleichzeitig 
gedffhet und intrazellular manipuliert werden. Der Quer- 
schnitt des Fuhrungskanals 18 kann sich in Erstreckungs- 
richtung verjiingen oder erweitem, d. h. der Fuhrungskanal 

18 kann an unterschiedlichen Stellen eine unterschiedliche 
Breite und/oder unterschiedliche Querschnittsabmessungen 
aufweisen. Ausgehend von der tiefsten zu der am weitesten 
vorstehenden Stelle des Fuhrungskanals 18 kann sich der 
Querschnitt des Fuhrungskanals 18 beispielsweise verjiin- 
gen. 

Bei dem Ausfuhmngsbeispiel gemaB Fig. 9 sind im Auf- 
lagebereich 5 des Objekttragers 4 mehrere Porationswerk- 
zeuge 6 in Form eines Arrays angeordnet. Die einzelnen Po- 
rationswerkzeuge 6 sind jeweils an Rasterpunkten eines kar- 
thesischen Kcordinatensystems angeordnet Die Porations- 
werkzeuge 6 konnen aber auch in anderer Weise in dem 
Auflagebereich 5 verteilt sein, beispielsweise in zueinander 
versetzten Reihen oder Spalten oder frei verteilt 

Auf und zwischen den Porationswerkzeugen 6 konnen 
zur Optimierung des Wachstums der Zellen 3 Leitstrukturen 
angeordnet sein, die ein gezieltes Anlagern der Zellen 3 
auch und/oder zwischen den Porationswerkzeugen 6 ermog- 
lichen. Die Leitstrukturen konnen beispielsweise eine Ober- 
flachenstmkturiemng, eine Beschichtung oder eine entspre- 
chende Topographiegestaltung umfassen. Fur unterschiedli- 
che Zeiltypen konnen verschiedene Abstande zwischen zu- 
einander benachbarten Porationswerkzeuge 6 vorgesehen 
sein. 

Bei den in der Zeichnung gezeigten Ausfuhrungsbeispie- 
len ist der Durchtrittskanal 7 jeweils mit einer Pumpe ver- 
bunden, mittels der Nahrmedium 2 aus dem Auflagebereich 
5 des Objekttragers 4 abgesaugt und an anderer Stelle wie- 
der dem Auflagebereich 5 zugefuhrt werden kann. Dadurch 
wird das Anlagern einer Zelle 3 an das Porationswerkzeug 6 
erleichtert CJegebenenfalls kann nach dem Anlagern einer 
mittels des Durchtrittskanal 7 an das Porationswerkzeug 6 
angesaugten Zelle noch fur eine bestimmte Zeitdauer ein 
schwacher Unterdruck auf die Zelle 3 ausgeubt werden, bis 
diese selbstandig an dem Auflagebereich 5 anhaftet. 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen nach Fig. 1 bis 8 ist der 
Objekttrager 4 jeweils etwa plattenformig ausgebildet Der 
Durchtrittskanal 7 durchsetzt den Objekttrager 4 ausgehend 
von dem Auflagebereich 5 zu der diesem abgewandten 
Riickseite des Objekttragers. Bei dem Ausfuhrungsbeispiel 
nach Fig. 1 weist der Objekttrager 4 im Bereich des Durch- 
trittskanals 7 eine Wandungsschwachung 20 auf, die eine 
geringere Wanddicke hat als ein seitlich dazu benachbarter 
Wandungsbereich. Dies wird durch eine an der Riickseite 
des die Wandungsschwachung 20 aufweisenden Objekttra- 
gersbereichs angeordnete trichterfbrmige Einformung 19 er- 
reicht Der Querschnitt der Einformung 19 verengt sich aus- 
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gehcnd von der riickseitigen Oberflachenebene des Objekt- 
tragers 4 zu der ticftsteo Stelle der Einformung 19 hin. Da- 
durch ergibt sich eine gute mechanische Stabilitat An der 
Ruckseite des Objekttragers 4 weist der Durchtrittskanal 7 
eine AuschluBstelle 21 zum Verbinden mit einer Pumpe, ei- 5 
nem Unter- oder Oberdruckreservoir, einem Laser oder der- 
gleichen Einrichlung auf. Erwahnt werden soil noch, daB 
auch bei den Ausfuhrungsbeispielen nach Fig. 2 bis 11 der 
Objekttrager im Bereich des Durchtrittskanals 7 eine redu- 
zierte Wands tarke aufweisen kann. to 

Zusammenfassend betrifft die vorliegende Erfindung ein 
Verfahren zur intrazellularen Manipulation einer biologi- 
schen Zelle 3, die in einem Nahrmedium 2 adharent an ei- 
nem Auflagebereich 5 angelagert wird. Innerhalb des Aufla- 
gebereichs 5 der Zelle 3 wird mit Abstand von deren Aufla- 15 
gerand eine Offhung in die Zellmembran der Zelle 3 einge- 
bracht Dabei dichtet der die Offhung umgrenzende, an dem 
Auflagebereich 5 anhaftende Rand der Zellmembran die im 
Inneren der Zelle 3 befindliche ZellflUssigkeit gegen das 
Nahrmedium 2 ab und isoliert die ZellflUssigkeit gegen das 20 
Nahrmedium 2. Durch die Offhung hindurch wird das In- 
nere der Zelle 3 manipuliert 

Patentanspriiche 

25 

1. Verfahren zur intrazellularen Manipulation wenig- 
stens einer in einem Nahrmedium befindlichen, adha- 
rent an einem Auflagebereich angelagerten biologi- 
schen Zelle (3), wobei in die Zellmembran der Zelle (3) 
eine Offhung eingebracht und das Zellinnere durch 30 
diese Offhung hindurch manipuliert wird, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Offhung innerhalb des Auflage- 
bereichs (5) der Zelle (3) und mit Abstand von deren 
Auflagerand in die Zellmembrane eingebracht wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 35 
net, daB die Offhung mittels Elektroporation in die 
Zellmembran eingebracht wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zum Einbringen der Offhung in die Zell- 
membran auf einen Teilbereich der Zellmembran we- 40 
nigstens ein mechanischer Impuls ausgeubt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Offhung mittels Schall- 
wellen, insbesondere Ultra- und/oder Hyperschallwel- 
len in die Zellmembran eingebracht wird. 45 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Schallwellen auf den zu 
Offhenden Bereich der Zellmembran fokussiert wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB mehrere Schallwellen der- 50 
art uberlagert werden, daB sich ihre Schwingungen in 
dem zu offhenden Bereich der Zellmembran zu einer 
Schwingung mit erhohter Amplitude uberlagern. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB zum Einbringen der Off- 55 
nung in die Zellmembran ein Teilbereich der Zellmem- 
bran der Zelle (3) mit energiereicher Strahlung, insbe- 
sondere mit Lasers trahlung bestrahlt wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Offnung durch Einwir- 60 
kung einer chemischen Porations-Substanz in die Zell- 
membran der Zelle (3) eingebracht wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB eine elektrisch und/oder 
chemisch und/oder durch Strahlung aktivierbare Pora- 65 
tions-Substanz verwendet wird, die zum Einbringen 
der Offhung in die Zellmembran durch Einwirkung 
von Strahlung, einer Chemikalie und/oder eines elek- 
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trischen Feldes aktiviert wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, daB ein zu offhender Teilbereich 
der Zellmembran durch Beaufschlagung mit einem Un- 
terdruck und/oder einem Oberdruck aus dem Mem- 
branverband herausgeiost wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Zelle (3) durch eine 
Saugkraft an dem Auflagebereich fixiert wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, daB durch die Offhung hindurch 
wenigstens eine Substanz und/oder ein Zellbestandteil 
aus dem Zellinneren entnommen und/oder in das Zel- 
linnere eingebracht wird. 

13. ^rrichtung zur Manipulation des Zellinneren we- 
nigstens einer in einem Nahrmedium befindlichen, eine 
Zellmembran aufweisenden biologischen Zelle (3), mit 
einem Objekttrager, der wenigstens einen Auflagebe- 
reich (5) hat, an dem die Zelle (3) adharent anlagerbar 
ist, mit einem Porationswerkzeug (6) zum Offhen der 
Zellmembran, und mit wenigstens einem im Bereich 
des Porationswerkzeugs (6) befindlichen Durchtrittska- 
nal (7) zur Manipulation des Zellinneren, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Porationswerkzeug (6) innerhalb 
des Auflagebereichs (5) angeordnet ist. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Porationswerkzeug (6) innerhalb des 
Auflagebereichs (5) von wenigstens einem eiektrischen 
Isolator (9) umgrenzt ist. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 13 oder 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug (6) die im 
Auflagebereich (5) des Objekttragers (4) befindliche 
Miindung des Durchtrittskanals (7) im wesentlichen 
konzentrisch umgrenzt 

16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 
(6) eine Elektroporations-Elektrode ist, der eine mit 
dem Nahrmedium (2) in Kontakt bringbare Referenze- 
lektrode zugeordnet ist, und daB die Elektroporations- 
Elektrode und die Referenzelektrode zum Elektropo- 
rieren der Zellmembran der Zelle (3) mit einer eiektri- 
schen Spannungsquelle verbindbar sind. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 
(6) zum Offhen der Zellmembran der Zelle (3) mittels 
wenigstens eines Aktuators, insbesondere eines Piezo- 
elements (13) quer zur Oberflache des Auflagebereichs 

(5) relativ zu dem Objekttrager bewegbar ist 

18. \brrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Aktuator mit einer 
Ansteuereinrichtung zum Erzeugen einer mechani- 
schen Schwingung, insbesondere einer Ultra- oder Hy- 

. perschallschwingung verbunden ist 

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 

(6) mindestens eine, vorzugsweise gegenuber der 
Oberflachenebene des Auflagebereichs (5) vorstehende 
scharfe Spitze oder Kante (10) aufweist. 

20. \forrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Porationswerkzeug 
(6) ein Lasers trahl vorgesehen ist und daB der Strahlen- 
gang des Lasers trahis durch den Durchtrittskanal (7) 
hindurch zu der im Auflagebereich befindlichen Miin- 
dung gefuhrt ist 

21. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB zum Erzeugen des Laser- 
strahls eine Laserdiode in den Objekttrager (4) inte- 
griert ist 
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22. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet daB das Porationswerkzeug 
(6) zum Offhen der Zellmembran der Zelle (3) ira Auf- 
Lagebereicb des Objekttragers (4) eine chemische Pora- 
tions-Substanz aufweist und/oder daB eine chemische 5 
Porations-Substanz durch den Durchtrittskanal (7) zu 
dessen Miindung zufiihrbar ist 

23. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet daB sie wenigstens eine 
Pumpe aufweist, die zum Offnen der Zellmembran 10 
durch Beaufschlagung mit Unter- oder Oberdruck mit 
dem Durchtrittskanal (7) verbunden ist und/oder daB in 
der Durchtrittskanal (7) uber ein Ventil oder derglei- 
chen Absperrelement mit einem Unter- oder Ober- 
druckspeicher verbindbar ist 15 

24. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 
(6) an einem gegentiber der Oberflachenebene des Auf- 
Lagebcreichs (5) vorstehenden Vorsprung (11) angeord- 
net ist. 20 

25. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, daB sich der Querschnitt des 
Vorsprungs (11) ausgehend von der Oberflachenebene 
des Auflagebereichs (5) zu der am weitesten vorstehen- 
den Stelle verjungt. 25 

26. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Objekttrager (4) im 
Auflagebereich (5) eine Profilierung aufweist, die we- 
nigstens eine um das Porationswerkzeug umlaufende 
Profilierungsvertiefung und/oder einen um das Porati- 30 
onswerkzeug umlaufenden Profilierungsvorsprung 
(16) hat 

27. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Profilierungsvertie- 
fung und/oder der Profilierungsvorsprung (16) in Er- 35 
streckungsrichtung durch wenigstens eine Unterbre- 
chung unterbrochen ist 

28. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet daB die Profilierungsvertie- 
fung und/oder der Profilierungsvorsprung (16) ringfbr- 40 
rnig ausgebildet ist und daB vorzugsweise mehrere sol- 
cher ringformiger Profilierungsvertiefungen und/oder 
Profilierungsvorspriinge (16) im wesentlichen konzen- 
trisch zum Porationswerkzeug (6) angeordnet sind. 

29. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 28, 45 
dadurch gekennzeichnet daB der elektrische Isolator 
(9) eine an der Oberflache der Profilierung angeordnete 
Isolationsschicht ist 

30. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet daB der (die) Profilierungs- 50 
vorsprung (-vorspriinge) (16) auf die Oberflache des 
elektrischen Isolators (9) aufgebracht ist (sind). 

31. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet daB im Auflagebereich (5) 
des Objekttragers (4) an dessen Oberflache eine wenig- 55 
stens ein Zelladhasionsprotein aufweisende Beschich- 
tung und/oder eine hydrophile Beschichtung und/oder 
unmittelbar benachbart zu dem Porationswerkzeug 
eine hydrophobe Beschichtung angeordnet ist 

32. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 31, 60 
dadurch gekennzeichnet daB der Objekttrager (4) als 
etwa plattenformiges Tragerteil ausgebildet, das an ei- 
ner Flachseite den Auflagebereich (5) aufweist daB der 
Durchtrittskanal (7) den Objekttrager (4) ausgehend 
von dem Auflagebereich (5) zu der diesern abgewand- 65 
ten Riickseitedes Objekttragers (4) durchsetzt und daB 
der Objekttrager im Bereich des Durchtrittskanals (7) 
eine Wandungsschwachung (20) aufweist die in Er- 
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streckungsrichtung des Durchtrittskanals (7) eine klei- 
nere Abmessung aufweist als ein zu der Wandungs- 
schwachung benachbarter Wandungsbereich, 

33. \forrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet daB die Wandungsschwa- 
chung (20) an einer an der dem Auflagebereich (5) ab- 
gewandten Ruckseite des Objekttragers (4) befindli- 
chen, vorzugsweise trichterformigen Einformung (19) 
angeordnet ist 

34. \forrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 33, 
dadurch gekennzeichnet daB als mechanische Fuhrung 
fur die Zellen (3) beidseits des Porationswerkzeugs (6) 
Begrenzungswande (17) angeordnet sind, die vorzugs- 
weise einen nutenartigen Fiihrungskanal (18) begren- 
zen. 

35. \brrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet daB zum Erzeugen eines die 
Zelle (3) zu dem Porationswerkzeug (6) leitenden elek- 
trischen Feldes im Auflagebereich (5) und/oder be- 
nachbart dazu wenigstens eine Zusatzelektrode ange- 
ordnet ist 

36. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 35, 
dadurch gekennzeichnet daB in dem Auflagebereich 
(5) mehrere, jeweils wenigstens einen Durchtrittskanal 
(7) aufweisende Porationswerkzeuge (6) vorzugsweise 
als Arrays angeordnet sind. 
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